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表面增强拉曼光谱与其他检测技术联用的概述

崔晓林1，桂　玲1，朱　茜1，陆　峰2 （1. 中国人民解放军 63680 部队医院, 江苏 江阴 214400；2. 海军军医大学药学系

药物分析教研室, 上海 200433）

［摘要］　表面增强拉曼光谱 (SERS) 作为日渐成熟的分析检测技术，对自然界中许多单一物质具有鉴别检测，甚至是定

量测定的能力。但在实际样品分析中，被测样品往往是多种物质的混合体系，单纯依靠 SERS 技术无法实现对混合体系各组

成成分的准确表征。因此，SERS 联用其他技术手段来对被测物质进行准确测定已成为必然趋势。通过联用的方式，提高

SERS 在检测和表征方面的不足，实现高效、灵敏、准确地测定被测物质的目的。
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Overview of  surface-enhanced Raman spectroscopy in combination with other
detection techniques
CUI  Xiaolin1,  GUI  Ling1,  ZHU  Qian1,  LU  Feng2（1. No.  63680  Hospital  of  the  PLA,  Jiangyin  214400,  China; 2. Department  of
Pharmaceutical Analysis, School of Pharmacy, Naval Medical University, Shanghai 200433, China）

［Abstract］　 As  an  increasingly  mature  analytical  technique,  surface-enhanced  Raman  spectroscopy  has  the  ability  to
identify,  detect,  and  even  quantitatively  measure  many  single  substances  in  nature.  However,  in  the  actual  sample  analysis,  the
tested samples were often a mixed system of various substances, and it was impossible to accurately characterize the components of
the mixed system only by relying on SERS technology. Therefore, SERS combined with other techniques to accurately determine
the  measured  substances  has  become  an  inevitable  trend.  Through  the  combination,  the  deficiency  of  SERS  in  detection  and
characterization was improved, and the purpose of efficient, sensitive and accurate determination of substances to be measured was
achieved.
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表面增强拉曼光谱 (surface-enhanced  Raman
spectroscopy, SERS) 作为一种高效、快速、灵敏的

分析手段，受到各个领域的广泛关注[1-2]。SERS 技

术在原有拉曼光谱的基础上将被测物质的信号提

高了 106～1014 倍[3]，并且，通过 SERS 技术可以获

取被测物质详细的指纹图谱，是鉴别、检测结构类

似物最有效的分析手段之一[4-5]。但是，利用单一

的 SERS 技术对混合体系中的目标物进行检测是

十分困难的。而通过联用其他分析手段可有效的

弥补单一 SERS 技术检测的不足，提高 SERS 技术

的检测能力和表征能力。本文将可以与 SERS 联

用的技术方法进行系统地分类，并对联用的机理和

优势进行阐述。
 

1    表面增强拉曼光谱简介

拉曼散射由印度著名物理学家 C.V Raman 首

次发现，他通过实验证明，当一束光通过介质时，光

子与物质分子可以发生弹性碰撞和非弹性碰撞两

种形式。弹性碰撞只改变光子的运动方向，不损耗

光子的能量，称之为瑞利散射；而非弹性碰撞在改

变光子的运动方向的同时也会损耗光子自身能量，

即散射光的频率发生变化，这种现象称之为拉曼散

射，由此形成了以拉曼散射为基础的拉曼光谱技

术。表面增强拉曼光谱是在拉曼光谱技术上发展

起来的一种新型分析手段，主要利用粗糙金属（金、

银、铜）表面吸附被测物质，使得被测物质信号急剧

增强，极大地提高了检测的灵敏度[6-7]。目前，普遍

公认的两种增强机理是：化学增强和电磁增强[2,8]。

化学增强主要认为待测物质分子与粗糙金属表面
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发生了电荷转移的相互作用，但该作用对于物质信

号增强作用较小。电磁增强主要认为入射光照射

到粗糙金属表面，当光子频率与电子振动频率一致

时，共振发生，金属表面磁场极大增强。因此，置于

此磁场中的物质分子的拉曼信号也得到了大幅增

强，甚至对单分子测定仍然具有较高的灵敏度和准

确性[9]。SERS 技术因其独特的指纹图谱特性，成

功且广泛地应用在药品和食品分析[10-11]、农药残留

检测[12]、环境监控[13]、生物样品测定[14-15]、细菌[16]

以及细胞检测[17] 等领域。

尽管 SERS 技术具有灵敏度高、检测速度快、

样品需求量少等优点，但仍然有一些在实际应用中

无法克服的缺点。例如，SERS 不是一个分离手段，

而真实样品往往不是单一组分，是多种物质的混合

体系。因此，单独使用 SERS 技术对混合体系中的

目标物质进行准确鉴别是一个巨大的挑战。同样，

单纯依靠 SERS 技术获得的指纹图谱无法实现对

未知物质精确表征。因此，SERS 联合其他技术手

段来对被测物质进行准确测定成为必然趋势。通

过联用的方式，提高 SERS 在检测和表征方面的不

足，实现对被测物质高效、灵敏、准确测定的目

的。许多技术方法都可以与 SERS 技术联用，并且

成功的应用在实际检测中[18-19]。其中联用后可以

提高 SERS 检测能力的方法主要有：① 分离技术：

包括萃取法、薄层色谱法、高效液相色谱法；② 捕
捉技术：包括抗体、适配体，分子印迹法；③ 微流体

技术。联用后可以提高 SERS 表征能力的方法主

要有：质谱、核磁共振光谱、红外光谱以及原子力

显微镜等。 

2    SERS与用以提高检测能力的技术联用
 

2.1    与分离技术联用

在对样品进行 SERS 检测之前，首先利用分离

技术处理被测体系，利用目标物质与复杂体系中其

它杂质的理化性质的不同，分离提纯目标物，同时

富集目标物含量，可以显著提高 SERS 检测的准确

性和灵敏度。常见的分离技术主要有：萃取法、薄

层色谱法、高效液相色谱法等。 

2.1.1    与萃取法联用

萃取法主要是利用复杂体系中各组分在不同

相中的溶解度差异，从而将目标物从一相转移到另

一相的过程。萃取方式主要包括固-液、液-液、气-
液的萃取等。萃取法操作简单、成本低、快捷，是

传统的样品前处理方法之一[20]。将萃取法应用在

SERS 检测之前，利用萃取技术对复杂样品中的目

标物进行提纯，同时，还可以富集被测目标物含量，

将复杂体系单纯化，然后与增强试剂按照比例进行

预处理，最后利用 SERS 技术进行分析测定，即可

得到分析物详细的指纹图谱。如今。微萃取的发

展，克服了传统萃取法样品需求量大的缺点，使得

萃取-SERS 联用可以更好地应用到食品、药品等各

个领域[21]。但是萃取法同时也存在一些缺点，即无

法分离混合体系中对于同一萃取相溶解度相近的

物质。 

2.1.2    与薄层色谱法联用

薄层色谱法（TLC）隶属于平面色谱法，是指将

固定相涂于玻璃板、铝箔等平面上，形成一层均匀

的薄层后，将试样点在薄层板底端，然后放置到盛

有适宜展开剂的玻璃容器内展开，从而实现将目标

物与其它物质分离的目的。同时，利用各组分在薄

层板上的比移值的不同，达到分离鉴别的目的。该

方法具有分析速度快、操作简单、成本低、效率

高、分析结果直观等优点[22-23]。TLC 与 SERS 主要

有两种联用模式。一种是将固定相和增强试剂同

时涂于 TLC 板上，待试样经过 TLC 分离后，可直

接利用 SERS 检测[24]。或者，TLC 板仅由固定相组

成，待样品经过展开剂分离后，将增强试剂均匀地

喷涂于整个薄层板上，或喷涂在展开之后的样品点

上，然后再采集该点 SERS 图谱，这样便可以获取

具有高强度检测信号的被测物质详细的指纹图谱

信息[25]。TLC-SERS 联用可排除其他无关杂质的

干扰，极大地提高 SERS 检测的灵敏度和准确性。

自 1977 年提出至今，TLC-SERS 联用方法因其操

作简单、快速、高效等优势，广泛地应用在食品、药

品、合成染料、生物样品分析等领域[26-28]。 

2.1.3    与高效液相色谱法联用

尽管利用 TLC 可以快速分离复杂体系中不同

组分的物质，但是相比于高效液相色谱法（HPLC），

TLC 的分离效能和稳定性相对较弱，无法分离体系

中与目标物结构、极性十分相近的化合物。而 HPLC
是最常见的柱色谱之一，具有高效的固定相，同时

采用高压输送流动相的方式，使得 HPLC 具有分离

效能好、分析时间短、灵敏度高、适用范围广等优

点[29-30]。但是在具有高密度峰的色谱中，单个峰的

归属变得困难，仅仅依靠保留时间对复杂体系进行

定性分析，往往得不到预期结果。所以，将具有良

好分离效能的 HPLC 与 SERS 联用，就可以得到被

测组分详细的结构信息。常见的联用方式，主要是

被测组分流经色谱柱和检测器后与惰性金属溶胶

溶液进行预处理后，再混合流入 SERS 测试流动
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池。此时，既可以对分离液进行不间断收集，采集

各个时间段 SERS 图谱；也可以利用检测器分析结

果，收集相对应的色谱峰的流出液，获取目标物的

SERS 峰，实现 HPLC-SERS 的离线检测。随着

SERS 检测系统的不断发展，HPLC-SERS 联用可以

直接利用 SERS 仪器代替 HPLC 中的检测器进行

分析，真正实现“即流即测”动态检测的在线分析测

定[31]。经过 HPLC 分离得到的试样组分纯度高，杂

质少，为之后 SERS 检测到单一的、含量高纯物质

信号提供保障。如今，HPLC-SERS 联用技术成功

的应用在痕量分析等各个领域中[24,32]。 

2.2    SERS 与捕捉技术联用

SERS 技术几乎不具有选择性，当混合体系中

存在结构、性质十分相近，通过上述分离技术得不

到良好区分时，就无法通过 SERS 采集到精准的目

标物质图谱。所以，需要借助一些捕捉技术特异性

地识别目标物质，从而将目标物质从被测体系中分

离出来。因此，通过联用捕捉技术与 SERS，实现对

目标物质的选择性检测，缩短分析测定的时间。 

2.2.1    与抗体捕捉技术联用

抗体是一类可以特异性识别抗原，并与抗原以

高亲和力、高选择性结合的蛋白质，是临床免疫分

析的常用物质。通过抗体捕捉技术，可以检测特定

分子如：蛋白质、细胞、细菌等生物分子的浓度，或

者验证它们的存在[33-35]。经由特异性识别、捕捉的

过程，可以将目标物从生物复杂体系中分离出来，

同时排除待测体系中其他杂质的干扰。这样一种

高选择性、高灵敏度的联用方式逐渐引起了人们广

泛的关注。其中最常见的抗体捕捉技术与 SERS
的联用方式是：首先将抗体固定在磁珠上，这样固

定好的抗体就会与混合体系中的抗原（目标物分

子）特异性结合，然后标签分子（由惰性金属纳米颗

粒和抗体组成，必要时也可加入信号分子）与上述

被捕捉的抗原分子结合，形成“三明治”结构，然后

利用磁珠将该结构从混合液中分离，这样便得到了

单一的被测目标物。此时将该目标物与惰性金属

溶胶液预处理后，即可利用 SERS 技术进行检测，

得到抗原分子准确详细的指纹图谱[36-38]。该方法

极大地排除了无关杂质的干扰，提高了分析方法的

选择性，同时降低了被测物质的检测限。 

2.2.2    与适配体捕捉技术联用

适配体通常是指具有特定空间结构的单链核

酸序列，相比于抗体分子，适配体具有更好的热稳

定性、盐耐受性，并且易合成储存、价格低廉等优

点[39-40]。近年来，适配体被广泛地应用到药物、蛋

白质、细胞、细菌等分子的分析检测领域中，是临

床治疗诊断的常用手段。利用适配体对配体分子

的高亲和力和高选择性，可以将配体分子从混合体

系中识别并分离出来，分离得到的纯物质再与惰性

金属溶胶液预混，然后进行 SERS 检测。检测结果

通常分为以下 3 种情况：①大多数情况下，如适配

体分子本身不产生拉曼信号，适配体捕捉到配体分

子形成复合物后，通过 SERS 采集到的图谱均为配

体分子的拉曼信号；②如适配体与配体分子均产生

较强的拉曼信号，二者结合形成复合物后，通过

SERS 采集到的信号为二者之和，此时需要扣除适

配体的背景信号以获取配体分子信息；③如配体分

子并无拉曼特征峰，而适配体分子拉曼信号强烈，

则可以通过配体与适配体结合后，适配体构象改变

所引起的拉曼信号的改变来判断配体分子的存在

（见图 1）。通过捕捉适配体的方式与 SERS 检测联

用，解决了 SERS 选择性差的问题，极大地提高了

SERS 检测的灵敏度和准确度，有助于获得目标物

质准确的结构特征信息。该联用方法正广泛的应

用在检测、传感、临床诊断和治疗等各个领域。 

2.2.3    与分子印迹技术联用

抗体和适配体在生物大分子的选择、识别方面

具有突出优势，而在低分子量的小分子检测中，分

子印迹技术优势显著。分子印迹技术是人工合成

与目标分子特异性结合的功能单体，利用适当的交
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图 1    SERS与适配体捕捉技术联用的方式

A.配体分子信号；B.配体与适配体信号之和；C.适配体结构变化之后的信号
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联剂使功能单体聚合，形成共聚物，然后再将目标

分子脱去，这样聚合物中就形成能与目标分子高度

互补的空间结构，类似于“锁-钥”结构，利用这种结

构的互补性，可以重新与目标分子特异性结合，

能够在复杂体系中准确、专一地识别和分离目标分

子[41-43]。此时，将分离得到的目标物与惰性金属溶

胶进行预处理，便可直接利用 SERS 技术采集详细

的指纹图谱，获取目标物的化学结构特征。通过分

子印迹技术合成的功能单体聚合物又称为分子印

迹聚合物，该聚合物能够重复利用，稳定性好，排除

体系中其他物质的干扰，与 SERS 技术联用后，可

有效的提高 SERS 检测的选择性，并且可以对被测

物质含量进行富集，极大地降低了 SERS 的检测

限，是痕量物质检测首选的分析方法，已成功地应

用在食品、药品掺杂分析等领域[44-46]。 

2.3    与微流体技术联用

微流体技术的发展使在微观尺寸下，对微量液

体精确操控和处理成为可能[47-48]。在微流体通道

里，被测样品溶液以恒定的速度均匀流动，解决了

由于人工上样导致 SERS 检测结果不稳定、重现性

差的问题，实现对被测样品实时监控的目的。微流

体与 SERS 的联用可以通过“Y”型管道实现，被测

样品溶液和惰性金属银胶溶液分别从“Y”型管道

的两支流入，并成功在“Y”型管道中混合，经过一

定时间的充分混合，最终流入 SERS 检测体系，便

可以采集目标物 SERS 图谱[49-50]。当然，也可以将

惰性金属纳米颗粒直接加入到通道里，这样当样品

溶液流入后，就可以直接被 SERS 检测。若与多通

道的微流体技术联用，则可以实现 SERS 的高通量

检测，极大地缩短了检测时间，使检测流程程序化、

精确化。因此微流体技术与 SERS 的联用，使得

SERS 检测更加稳定、实时、高效。 

3    SERS与用以提高表征能力的技术联用

通过 SERS 图谱可以获得分析物详细的指纹

图谱，但是当没有标准品作为对照时，仅仅依靠

SERS 图谱信息，对未知化合物进行鉴别、分析是

十分困难的，需要借助其他技术，来弥补 SERS 图

谱的不足，对未知分析物进行全面、准确地分析测

定。与 SERS 联用后可以提高 SERS 表征能力的

常用技术有：质谱、核磁共振光谱、红外光谱以及

原子力显微镜。 

3.1    与质谱联用

质谱（MS）法主要是依靠多种离子化技术，将

待测分子转化为气态离子形式，并得到一系列碎片

离子，这些碎片离子按照质荷比（m/z）大小顺序排

列，最终被记录形成图谱。MS 法灵敏度高、分析

速度快、信息量大，通过 MS 分析可以准确获取被

测物的相对分子质量，是物质结构分析强有力的工

具。然而。单一的 MS 分析无法区分光学异构体、

几何异构体，以及确定取代基的位置等等。而 SERS
图谱虽然可以提供有关被测物详细的结构信息，但

是物质分子结构与金属纳米颗粒表面无法产生强

烈的共振效应，导致分子结构中的某些信息没有展

现在 SERS 图谱中。Bei 等以 Ag 纳米溶胶为介

质，同时应用于 SERS 和 MS 检测，得到了罗丹明

6G、对氨基苯硫酚和二羟基苯甲酸 3 种物质精确

的结构信息[51]。因此，联用 SERS-MS 便可以同步

获取目标化合物二维图像和物质组成信息，实现全

面而准确地分析的目的[52]。 

3.2    与核磁共振光谱联用

核磁共振（NMR) 光谱是指在外加磁场作用

下，原子核内部存在着不同能级，当用一定频率的

射频照射样品分子时，原子核自旋能级跃迁，产生

核磁共振，以共振信号强度和照射频率作图，即得

核磁共振光谱图[53]。常用的 NMR 光谱主要有氢

谱和碳谱，根据 NMR 光谱图提供的信息，可以预

测被测物的分子基团、化学环境、反应状态和原子

相对数量，广泛用于研究有机分子的性质。SERS
在获取物质表面信号方面具有极高灵敏度，但是较

强的物质往往会掩盖整体信号，使得 SERS 获取的

被测物质的信号较为片面，而与 NMR 联合应用便

可相互补充，弥补 SERS 在分子基团结构预测方面

的不足。Cheng 等曾利用 SERS 和 NMR 技术，成

功对聚集诱导发光分子的分子内转动情况与光致

发光之间的关联进行研究，并取得满意结果[54]。因

此，NMR-SERS 联用可以对被测物质进行详细、准

确地预测和鉴别。 

3.3    与红外光谱联用

红外光谱（IR）是指物质分子吸收连续波长的

红外光后，分子振动能级发生跃迁产生红外光谱

图。吸收辐射的频率与化学键的振动或原子跃迁

的能量相匹配，每一个物质都有自身特征的吸收

峰，因此， IR 图谱具有特征性和指纹性。根据

IR 图谱中吸收峰的位置、强度、形状可以判断被测

物的基团、化学键类型等等。IR 和 SERS 图谱都

是分析、检测物质结构强有力的工具，但是由于两

种技术原理不同，所以对于同一化学键或基团的表

征能力有所区别。例如，红外光谱对水溶液具有强

吸光度，会使被测样品的水溶液产生高强度背景信
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号，掩盖目标物的信号。而水溶液是弱的拉曼散射

体，SERS 光谱对水溶液几乎不显示，是红外光谱良

好的补充技术，两者合用的目的主要是信息加和。

Howbeer 等利用 SERS 和 IR 光谱对自然界中的微

生物进行鉴别区分，并得到了各类微生物详细全面

的结构信息[55-56]。因此，将 IR 与 SERS 联用，取长

补短，会比单独使用一种方法预测物质结构更加真

实可靠。 

3.4    与原子力显微镜联用

原子力显微镜 (atomic force microscopy, AFM)
是一种可以根据显微探针受力情况计算得到被测

物质分子结构表面高度，从而获得样品形态的三维

信息的成像技术。AFM 既可以在空气中工作，也

可以在缓冲溶液等近生理条件下工作。具有高分

辨率、样品无损、应用范围广、前处理简单等优势[57]。

Ece 等利用 AFM 和 SERS 技术对连接在去污剂耐

受膜上的鼠诺如病毒进行研究，并对两者之间的相

互作用情况进行分析。从 SERS 图谱解读病毒分

子内部成键和结构信息，利用 AFM 对样品外部形

态进行表征，如此，便可以对测定的物质有全面深

入的了解[58]。 

4    总结

SERS 因其灵敏度高、分析速度快、样品需求

量小以及可以提供被测物质详细的指纹图谱等优

点在物质检测、分析、结构预测等领域显示出巨大

的应用前景。然而，SERS 对于复杂样品体系显示

出较弱的检测能力，以及单纯依靠 SERS 图谱无法

准确预测分子的结构信息。因此，需要将 SERS 技

术与其他技术手段联合应用，以增强 SERS 的检测

能力和表征能力，实现对被测分子高选择性和高灵

敏度的检测。
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